Abstract (B-i^)-/J^J^^^^^ and insoluble fragments of these (55 

or 75 kD-SDS PAGE), in homogeneous form, and their salts are new DNA 
sequences (I) encoding TNF-BPs. and derived amino acid ^^^JJ"^*" 
given in the specification. (I) consists of a sequence encoding a 
?^-BP and a sequence encoding all ' 

the human Ig having chain constant region (19^. IgA. IgM. 13^, esp. 
IgM. IgG, type 1 or 3) . TNF-BP can be prepared by culturing hosts, e.g. 
mlSLlfii or insect cells, transformed with a vector containing (I), 
and isolating and purifying the product. ^«^„^^ as 

USE/ADVANTAGE - TNF-BP is used in a therapeutic product, and as 
an antigen for the production of mono- and polyclonal antibodies. 

Jn an example%pecif ic TOF-binding capacity at various concns^ xs 
measured in a filter test: Kd = 10 power{-9)-10 power(-lO) M. e(26pp 
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® TNF-blndende Protelne. 

® Die vorliegende Crfindung betrifft nlchtlSsIiche Proteine sowie I6sfiche Oder nichtI6snche Fragmente davon. 
die TNF binden, in homogener Form, sowie deren phy^logisch veftrfigfichen Salze. Insbesondere solche 
Proteins mit einem Molelculargewicht von etwa 55 Oder 75 kD (nichtneduzierBnde SDS-PAGE-Bedingungen). 
Verfahren zur Isoliowng solcher Proteinen Antil(6rper gegen sotehe Proteine, ONA-Sequenzen, ^ fOr nichtl6sli- 
che Proteine sowie ISsnche Oder nichtlSsliche Fragmente davon, die TNF binden. kodieren, wie sotehe. die fOr 
Proline kodieren. die zum einen Toil aus einem Wslichen Fragment das TNF blndet und aim anderen Tail aus 
alien Oomanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner bnmunglobunne bestehen 
und die davon kodierten rekomWnanten Proteine wie Verfahren rur deren Hersteliung mittels transfonnierter pro- 
wie eukaryotischer Wirtszelien. 
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TNF4INDENDE PROTEINE 



Tumor Nefcrosis Faktor a (TNFa, auch Cachedin}. auf Qnmd seiner haemorFagisch-nekncAisierefKlen 
Wifkung auf bestimmte Tumoren entdeckt und Lymphotoxin (TNF0] sind zwel nahe verwandte Pepttdfakto- 
ran [3] aus der Klasse der Lymphokine/Cytoldne. do im fbtgendan bMa als TNF bezelchnet warden [aiehe 
Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF verfOgt Qber ain braHes zattulSraa WMotfigsapektrum. Bel a p totewo ise 

5 besftzt TNF inhtUarande odor cytotoxische Wirkung auf eine MShe von TumomQ&iton [2,31, stfanuSart cfie 
Profiferatton von Rbroblasten und die phagozytieranda/bytDtoxiacha AktfvHfit von myak)i3Chen Zaflen 
[4.5^]. tnduzieft AdhSstonsmoEekQIe In EndothelzeDan Oder Qbt titxm kMsierende Wbkimo ^ BukKM aus 
[7Afi.101. inhibtort die Synthase von apazifischen Gnzymen In Adipozytan [11] und Muziert <fie Expreasksn 
von HistokompatibintStsantlgenen [12). Manche diaaer TNF-Wirfcunoan warden Qber eine Induktion von 

10 anderen Faktoren oder durdi synergistlsche Effakte mh anderpn Faktoren, wfe beispielsweise In terfer on e n 
Oder Interiaukfnen erzielt [13-16]. 

TNF i$t bel alner Reihe von Pathologlschen Zuatfindan. belaplelswalsa Sdiockzustfinden bel 
Merdngococoen-Sepsis [17]. bel der Entwicktung von Autoimmun-Qkm>eruk)nephrtti$ bel Mflusen [16] Oder 
bel cerebrater Malaria bel MHusen [19] und beim Menschen [41] Involvtert. Ganz altgemein achelnen die 

16 toxfschen Wirkungen von Endotoxin dutch TNF vermittstt zu sain [20]. Wetterhin kann TNF wie tnterleukin-1 
Reber au$15sen [39]. Auf Grund der plefotnopen funktionelten Elgenschaflen von TNF kann man annehmen. 
dass TNF In Wechselwirkung mH anderen Cytoklnen bel einer ganzen Reihe weiterar p^hologtscher 
ZustSnda als Mediator von Immunantwort. EntzOndung Oder anderen Prozessen beteiUgt ist 

Diese blok)gischen Effekte werden dutch TNF Ober spezifische Rezeptoren vennmett, wobel nach 

20 heutigem Wissensstand sowohl TNFa wIe TNF0 an die gtelchen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelltyp^ untetschelden sich In der Anzahl von TNFRezeptoren [22^,24]. Solche ganz allgemein 
gesprociien TNF-bindenden Protelne (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktiv markiertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobel die fol enden scheinbaren Molekulargewichta der mhattenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermrtteit wurden: 95/100 kO und 75 kD [24]. 65 kD und 75 kD [25]. 136 kD. 90 kD. 75 kD und 

25 54 kD [26]. lOOiS kD [27J. 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mfttols antJ-TNF-AntikOrper- 
ImmunoaffinitStschromatographie und praparativer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS4>AQE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. Die reduktive Spaltung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht auf TNF-BindeaktivitSt 
getestet wurden. Da die spezlfischen Bedingungen, die zu der Spaltung d^ Komplexes venvendet werden 

30 mOssen. zur Inaktivietung des Bindeprotelns fQhren [31]. Ist letzteres auch nicht mOgtich gewesen. Die 
Anneicherung von I6slichen TNF-BP aus dem humanen Serum Oder Urin mtttels tonenaustauscher- 
^ Chromatographie und Getfiltration (Molekulargewichte Im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et at. 
beschrietwn [30]. 

Brockhaus et al. [32] ertiielten dutch TNForUgandenafficiitfitschromatographie und HPLC aus Membran- 
3S extrakten von HL60-Zellen eine angerelcherte TNF-BP-Pr&paration, die wiederum als Antigenprfiparation zur 
Herstellung von monoklonalen Ant'k&rpern gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Ven^randung eines 
solchen immobilisierten Antik5rpers {ImmunaffinltStschromatographle}. wurde mittels TNFcrUgandanaffinl* 
tStschromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Plaoenta 
eine angeratcherte, Pr£iparation von TNF-BP erhalten. die in der SDS-PAGE-Analyse etne starke breite 
40 Barxje bei 35 kD, ^ne schwache Bande bei etwa 40 kD und etne aehr schwache Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im Obrigen zeigte das Get Im Bereich von 33 kD bis 40 kD eirten 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so erhaltenen Proteinbanden war Jedoch im Hinblick auf die 
lieterogenitSt des verwendeten Ausgangsmaterials (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Plaoenten) nicht klar. 

45 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nichtlosliche Proteinen dii. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren. und IdsGclie oder nichtldsliche Ragmerrta davon. (fie TNF birxlen (TNF- 
BP). In homogener Form, sowie deren Physlologisch vertrSgSche Satze. Bevorzugt sind solche Protelne, die 
gemSss SDS-PAQE unter nicht reduzterenden Bedingungen durch schelnbara Motekutergewichta von etwa 
55 kD. 51 kD. 38 kD. 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD charaktedsiert alnd. Insbesonders solche nUt 
50 etwa 55 kD und 75 kD. Weitarhin bevorzugt sind solche Protelne. (fie durch wenigatans eine der fol^nden 
Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(lA) Leu-Val-Pro-His-ljeu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Mp-Ser-Vai-Cys-Pro-Gln-QIy^.ys-Tyr-lle^ 
X-Asn-Ser-ile 

OB) Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-i-eu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 

(IIA) Ser-Gln-L u-Glu-Thr-Pro-QIu-Thr-Leu-Leu-Giy-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 

2 
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to 



IS 



20 



25 



30 



(llS lle-X.Pro^ly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro.Ala.Leu^3lu 
(IIF) Uu-Cys-Ate-Pro 

br. Stand der Technik sind Saquenz von der 

erflndungsgemassen urn bus dem Urtn teoOerten 

TNF-BP. Diese Verfahren slnd J*"™f^ Gewebeextraktes. Immunaflinititschroma- 

S^jraphie uTKl/oder ein- oder mehrfa*e (SDS-PAGE). Die Kombina- 

SZatographie (HPLC) und P'^a^t'.^^ den Erfelfl des 

tion der aus dem Stand der ^echn* J»ta^ 'rtajeU^ ^ ^ ^^^^ 

•rfindungsgemassen Verfahrens ^^^^^^J^^^i^'eS^ ^\Z^ng^6n IDr die Anrelcherung von TNF- 
modif-zlert und verbessert wu«len. So 'Tf ^!f'f.^ rm7^^ 

BP aus humaner Placenta 4B.Vo«aule vewendet wur- 

nitatschromatographie-Schrftt dadurCh "^f ,"2f';irMSJ^xtraL In Reihe mft der Immunalfinitats- 
de. Oies^e Vorsfiule wurde zum Auftr^ ctes Ze1^ oJVT^^ jes ExtraWes wutden die beiden 

sfiule und gefolgt von der Uoandenaffinhk^ole fl^J" ''^ r^F-BP^ven FrakUonen wurden 
«,H.mgenannten Sau>en ^^^^^J^* iSSg/^^^ fOr die DurcMUhn.ng des 

nochtnals Ober eine '^B^'^^'^'^'^'If'^.^H^n^^^ Detergere-haWgen LSsungsmitlelgemisches. 
Umkehrphasen-HPLC-Schrittes^ '^l^^^^'Z tS.^'tZ^Z^m von SSugerzellen. aus denen 
Femer 1st auch ein technlsches Vert^en ^^^^ ^ solches Verfahren zelchnet 

r^ra^TJerM-.=s^^ 

r r = - ^viens .sen be.sp...eise . H.^- 

^ SSHTbrals 20-,acb b6he« ^^"J'tJ;,^' "^f, S^lJ^^^^ die fflr Proteine und iSsiiche 
Zusaizlich dazu betrim die ^'^^'^f^^^^ ren oSmter sind belsplelswelse DNA-Sequen- 
oder nichtiesliche Fragmente ^^.^^f^-SSe wieTcht I6siiche Fragmente davon. die TNF 
zen zu verstehen. die fOr nichtlSsliche Proteine jj^'^*™ „ ^Mbar sind: 
tinden. kodieren. wobei solche ^^'^Sequer.en s^^^^^^^ ,«,.p,ementare Suanga. 

40 (a) DNA-Sequeruen. wie sie in Figur 1 Oder i-igur ^ 

^ J « M«rf..nn nieht nur alleBsche Vartanten, aondom auch aolche 
Oas heisst dass von ^''^'^^^S^SJTZm^^ «nd AddWonen von einem oder 

bevorzugt ist wie Sequenzen. dieWr "'^f jS'^,** ^ScrtSsP^^ ^""^ 
Bne DNA-Sequeftt. die belsplelswelse ^^^^^.s^^n. die fOr Briiehe Protein- 

Nukleotid -185 bis 1122 der In 633 brw. von NukleotkJ -14 Us 

Fragmente kodieren. sind belspielswe.se soK^e^-e '^NuWeoW ONA-Sequenren. die fQr ein 



45 
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40 



45 



SO 



55 



enthalten. bevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNArSequenwn sind in diesem Fall die Sequenzen des 

2 bis 1177. ae Peptide IIA. nc. IIE. (IF. IIS und HH t^ZTva^ d« 
in Hour 4 todiert. wobel die BenngfDgiflen Abwelchungen der Z^enZ 

6 auf der QerlnBeren AufiBsung der Qasphasen-SequenzieninQ benihen. Bevo^otdnd 

Sequenzen. die fUr nichUdsltehe wie IBsliche Fragmente von TNF*Slenden ftoSS SenTSlX 
iw. Molekuiarsewicht von 75 kO«S kO todiewT DNA-Seqoareen^^ R^Z^ 
^Qomd derHyyineprofile der von d«, fDr wIchelSSSLS, ^Sp^SS^^ 
wquenzen abgaWteten Aininosauresaquenzen besttmmt weitlen. NUWinsBure- 

Wnden todleft {sx>.) und die andere Teil-Sequenz. fflr alto OomSnen ausser der eSToomZi 
tonrtanten Region der sctmeren Itette von humanen hmunglobulnen. wie IgQ. IgA. IgM law. loE. Icodlerr 

rV^J'S!^™" Muiagenese. AmlnosSunw so ausgetauscM worden dnd. da^dXh 

mit anderen an der SignalDbertragung beteiligten Membrankomponenten. in einer gewUnschten Art verfin- 
21?. r;;^. 'Jf'''^««"«ausd^ m Protemen und Peptkten. die fan aUgemeinen die 

Ifir, ^. /S! o Mufigsten vorkommenden Austausche sind: Ala«er. VaMle. AsprtSlu. Thr/Ser. 
^a,QI|r. Alam,r. SerMsn. Ala/Val. Ser/Qiy. Tyr/Phe. Ala/Pro. Lys/Arg. Asp/Asn. 1*^. L^al S 
/^Qly. sowle soiche in umgekehrter Welse. Die vortiegende Erfindung betrifft femer Vektoren die 
S"'Tf °N^-Sf«'"enzen enthalten und zur Tr^rmation von ^eeigneteT^ ZeZyt 
^Wirtssystemen ge^gnet sind. wobel soiche Vektoren bevo^ugt sind. deren Verwendung^zur 
S^ZL^h'"'^ r «'«"i""9''9«'"a«'«" DNA-Sequenzen kodierten Proteine IDhrt SchOessOch betrifft 
tfie vorliegende Erfindung auch noch mit solchen Vektoren transfonnierte Pro- wie eukaryodsche Wirtssy- 
w-e Verfahren zur Hersteiiung von erfindungsgemSssen rekombinanten Verbindungen durch KuHivie- 
^f f^^L Wirtesysteme und anschBessonde IsoOenjng dieser Verbindungen aus d^ Wirtssystemen 
seibst Oder deren KuiturOberstanden. "»is«.)rsiBmen 

dies?°w BP ^1 ^^'^""e Phannazoutische Prfiparate. die wenigstens eines 

w^^mirSL^ ?!r,!II? 'n Verbindung mit welteren pharmazeutisch 

^SL nK*t-toxischen. Inerten. therapeutisch veitrSgOchen TOgerniaterialien 

L«°^J!^»l^I^^f^° schnessllch die Verwendung soicher TNF-BP einerseits zur Herstei- 
Z;'^7^Z[:^Z^ '^^'"^'^ "^'""^ 

in Ji^S^^^T!"^'^' «'<"^""8S8emissen TNF-BP sind ganz ailgemein Zeilen. die soiche TNF-BP 
n membrangebundener Fonn enthalten und die dem Fachmann ohne BeschrSnkungen ailgemein zugang- 
S "'^ ^'^''^ ^-WJ- " 837- lATCC Nr. CRL 15^ SW 480- [AT^^fr. 

SSiS^ 1^1 ^'^"l.^^" •««* berohs ailgemein und im Detail fOr 

WU»^ltenin Baspjel 2 beschnebenen Verfahren kultiviert werden. TNF^P kSnnen dann nach bekannten 
^^^^^ ^JTrlf'''' „,Wels geeigneter Detergenzien. beisptolsweise Trtton X-114. l*n. 
^^^SSfT^" .^"ff^- 3^(3-««Vamidopropy0^ethylamnHXteH-pr^ suHo- 
SlSiS^'iLi^^!?^'* I'""" •« «^ Msdium abzenirtSgiSen und 

ST^.!!?^^^*"*^ "^P^P W^nnen ObBchewelse vorwen- 

^NRTlSTh^rnSfrr^S T^lf ^'^P'^^''* ^'^ PolyfithylenglykoHnduzlerte RMIunTd^"*! 

^' Filtefbindungstests mft radioaktiv marfdertem TNF gemSss 

Beeplel 1. verwendet werden. Zur Qewinnung der ertindungsgemissen TNF^P kSnnen die geniSl 
Pto^gj^n Pn«einen Insbesondere von Membranprotelnen. verwendeten Melhoden .Ss SZ d^ 
.!!?^^p!<^ tonenaustausch-Chromatographie. Geffiltralion. AffinitatschfomatoorBphie. HPLC 

den und Immunaffinititschromatographie. HPLC und SDS-PAQE. Die Ehition von mittsls SDS-PAGE 

mirSUI':"''' ^'"'"^ "^^^ ^^^^ P«.teinche^le^lgT^iSet^ 

mrtfels Elektroeiutlon nach Hunkapiil r et al. [34], wobel nach heutigem Stand des WissenTdiHS 
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angegebenen Bektro-Diaiysezeiten generell zu verdoppeln sind. Danach noch verblelbende Spuren vwi 
SDS kSnnen dann gemSss Bosserhoff el a). [50] entfemt warden. 

Die so gereinlgten TNF-BP kSnnen mittels der Im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemi . wie beispi Isweise N-terminaie AfninosSufesequanzierung Oder enzymatteche wie chemische 
s Peptidspaltung charaklerisiert werdea Durch enzymatische chemische Spaftung erhaftene Fragmente 
kSnnen nach gSngigen Methoden. wie beispieteweise HPLC. aufgetremrt und selbst wieder N-tefminal 
sequenziert werden. Solche Fragmente. die selbst noch TNF binden. Wnnen mittels der obengenaretten 
Nachweismethoden fOr TNF-BP identifiziert wrerden und sInd ebenfaBs Qegenstand (tor vorfiegendmi 
Eriind^Ag* 

fO Ausgehend von der so art ia tachen An^nosluresequenzinfonmafion Oder dan in Figur 1 w(e 4 
dargestenten DNA- wie Amfnosaurasaquenan kSnnen unter Ba«Mung der Dageneration des genafiachen 
Codes nach tm Stand der Technik bekannten Me^KXton gaalgnaea O^jonuWartWa hargastaOt warden pij. 
Mittels dieser kSnnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molakularbtotogia [42.43] cONA- oder 
gonomlsche DNA-Banken nach Klonen. die fOr TNF-BP kodierende NuWelnsfiurasoquenzen anlhaitan. 
15 abgesucht wenSen. Ausserdem kOnnen mltlels der Potymerase-KettamaaklkMi (PGR) [48] cDNArFragmanta 
kkxiiert werden. Indem von zwei auselnanderfiegenden, lelatW kurzen Abschrftten der Amlnosaurasequanz 
iflTter Beachtung des genetlschen Codes vollstSndlg degenerierte und In Ihrer Kbmplementarttfit geelgnete 
OBgonucIeotide als 'Primer" eingesetzt werden. wodurch das zwischen diesen belden Sequenzen Hegende 
Fragment ampTrfiziert und Identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz aines derartigen 
20 Fragmentes ermSglicht eine unabhSngige Bestimmung der AminosSure-Sequenz des Protelnfragmeflfe, fOr 
das es kodiert Die mittels der PGR erhawtehen cDI^-Fragmente kfinnen abenfalls, wie bereits fOr die 
Oligonukleotide safest beschrieben. nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fDr TNF-BP kodierende 
NukleinsauresequenzfiT enthaltanden Wonen aus cONA- bzw. genomische DNA-Banken varwendet werden. 
Solche NuWeinsMuresequenzen k6nnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 
25 der so ribstimmten wie der fOr bestimnntB Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen kOnnen sotehe 
Teilsequenzen. die fOr tSsfiche TNF-BP-Fragmente kodieren, beslimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamts^enz herausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen kfinnen dann mittels bekannter Methoden In im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielfattigung wie Expression In Prokaryoten Integriert 
30 werden [42]. Geeignele Prokaryotische Wirtsorganismen stellen belsplelswelse gram-negaUve wie gram- 
Positive Baklerien. wie beispietsweise E. coli StSmme. wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W31 10 [ATCC Nr. 27 325] Oder B. sublllis StSmme dar. 

Weiterhin kSnnen erfindungsgemSsse NuWeinsSuresequenzen, die fOr TNF-BP sowie fUr TNF-BP- 
Fragmente kodieren. in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in aukaryotischen Wirtszellen. 
35 jwie beispielsweise Hefe. Insekten- und SSugerzellen, mittels bekannter Methoden Integriert werden. 
^Expres^ soteher Sequenzen orfolgt bevorzugt in SSuger- we Insektenzellen, 

Bn typascfier Exprassionsvektor fOr SaugerzeDen enthSlt ^ effizientes Promotorelement um eine gute 
TianskriptionsratB zu erzielen. die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fUr eine effizienle Tennlna- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elements, die vanirendet werden kOnnen. sind 
40 -Enhancer-, wetehe zu nochmals verstarkler Transkription fOhren und Sequenzen. wetehe z.B. eine ISngere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken kiinnen. Zur Expression von NuWelnsfiuresequenzen, denen das endo- 
gene fUr ein Signalpeptid kodierende SequenzstGck fehlt. kSnnen Vektoren vewwtdet werden. die solche 
geeignete Sequenzen. die fUr Signalpeptide von anderen bekannten Proteinan kodieren, anthalten. Siehe 
beTspielsweise der von Cullen. B.R. in Cell 46 . 973^82 (1986) beschriebene Vaktor pU2e8 Oder auch bei 
45 Shanna, S. et al. In -Current CommunicatioFis In MoJecular Btotegy*. adt by Qathing. MJ., Cold Spnng 
HarborLab. (1985). Sehen 73-78. 

Die meisten Vektoren, die fDr eine transiente Exprasston ainer bestimmtan DNArSaquanz In SSugerzet- 
len varwendet warden, anthaten den Hapitarttonsursprung des SV40 Vims. In Zailen. die das T-Antigen des 
Vin» axpifcnieran. (tB. COS-2ellen), wenJen diese Vektoren ataric vennehrt Bne vorOborgehende Expres- 
60 rion 1st rtwr rtcM auf C0S-2ellen beschrSnkt. bn Prfnzip kann )ede transfeklierbare Saugerzolllinie hierfOr 
varwendet werden. Signale. die eine startce Transkriptkxi bawirken kSnnen, aind z3. dk» frOhen und ^>aten 
Promotoren von SV40. der Promoter and Enhancer des "major ImmadlatB-eariy- Gans das HCMV 
(humaner Cytomegatovinis), die LTRs ("tong terminal repeats") von Retrovlran, wie belsptelsweise RSV. 
HIV und MMTV. Es kSnnen aber auch Signale von zelluiaran Genan, wie z.B. (fte Promotoran des Aktin- 
56 und Collagenase-Gens. verwendet werden. ^ . 

Attemaliv k6nnen aber auch stabile Zelllinien, die die spezlfische DNA-Sequenz Im Genom 
(Chromosom) integriert haben. erhaKen werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
8 tektiertjaren Mart<er. z.B. Neomycin. Hygromycin. Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) od r HypoxantWn. 
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Quanin-Phosphoribosyttransferase (hgpt) kotransfektiert Die stabil Ins Chromosom einget>aut8 DMA-Se- 
quenz kann audi noch stark vermehrt warden. Bn geelgneter Setoktionsmarker hlarfOr Ist beisf^elsweise 
die Oihydrafolat-Reduktase (dhfr). SSugerzelten (z.B. CHOZelien). welche kefn Intaktes dhfir-Gen entbatten, 
warden hierbei nach erfolgter Trans^on mit staigenden Mengen w\ Methotnexat inkubiert Auf diese 
5 Weise kdnnen ZelHinlen erhalten warden, wek:he mehr ais tausend Kopien der gewOnschten DNA-Seqi^nz 
enthatten. 

S3ugerzellen. wek:he fOr die Expression venwendet wercten kOnnen, sind Z.B. ZeUen der menachSchen 
ZellSnlen Hela [ATCC CCL2] und 293 {ATCC CRL 15731 sowle 313- [ATCC CCL 163] und L-2Wlen, z.B. 
[ATCC CCL 1491 (CHO)-Zellen [ATCC Ca 61], BHK [ATCC CCL 10>ZeHen sowie (Se CV 1 [ATCC CCL 

fo 70]- und die COS-Zetlfinien [ATCC CRL 1650. CRL 1651]. 

Qeeignete Ecpresstonsvektoren umfassen beisplelswelse Vektoren wie pBC12Ml [ATCC 67 109]. 
pSV2dhfr [ATCC 37 146]. pSVL Pharmacia. Vpps^ Swedenl pRSVCat (ATCC 37 152] und pMSQ 
[Pharmacia, Uppsala, Sweden]. Besonder bevorzugte Vektoren aind (fie In Bdspiel 6 venvendeten Vektoren 
"pKIS' und "pN123". Dfose kdnnen aus den mlt Btnen transfomtlerten & coB-St5mmm HB10l(|pKl9) urnj 

15 HB101(pN123) nach bekannten Methoden isoNert warden [42]. Diese E. coB-StiUnme wurden am 26. Januar 
1990 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zemcufturen GmbH pSi^ in Braunschwe^. 
BRD unter DSM 5761 fOr HB101(pK19) und DMS 5764 fOr HBt01(pN123) htntarlegt. Zur Expression der 
Proteine, die aus einem K$slk:hen Fragment von nIchtlSslichen TNF-BP und etnem Immungtobutinant^t. d.h. 
aRen Domfinen ausser der ersten der kor\stanten Region der schweren Kette, bestahen, elqnen steh 

20 besonders pSV2 abgelettete Vektoren wie beispielswelse von German. C. In 'DMA Ckxiing* [Vol. Il-'edt von 
Gk)ver. D.M.. IRL Press. Oxford, 1985] beschrleben. Besonders bevorzugte Vektoren sInd die be! der 
Deutschen Sammiung von Mikroorganismen und Zellkuttiffen GmbH PSM) in Braunschweig, BRD hlnter- 
lagten und in der EuropSischen Patentanmeldung Nr. 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pCD4-Hu 
(DSM 5315). PCD4-H7I (DSM 5314) und pCD4-H73 (DSM 5523). Besagte EuropSiische Patentschrift wie die 

25 in Beisptel 1 1 angegebenen Squivalenten Anmeldungen enthalten auch Angaben bezQglich der weiteren 
Vennrendung dieser Vektoren zur Expression von chlmSren Protelnen (slehe auch Beisplel 11) wie zur 
Konstruktion von Vektoren fQr die Expression von solchen chimSren Protelnen mit anderen lmmungk)bulin- 
anteilen. 

Die Art und Welse wie die Zellen transfektiert werden hSngt vom gewSihIten Bcpressions- und 

30 Vektorsystem ab. Ene Ueberstcht Qber diese Methoden findet man z.B. be! Pollard et al., "DNA Transfor- 
mation of Mammalian Cells" in 'Methods In Molecular Biok^gy" [Nucleic Adds Vol. 2. 1984. Walker. J.M.. 
ed. Humana. Clifton. New Jersey]. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["K{igh-Effidency 
Transfonmatior^ of Mammalian Ceils by Plasmid DNA*. Molecular and Cell Biology 7 , 2745-2752. 1967] und 
bei Feigner [Feigner et al., "Upofectin: A highly efficient fipid-mediated DNA-transfection procedure". Proc. 

55 ^ Nat Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417. 1987]. 

Zur Expression in Insektenzellen kann das Baculovinjs-Expressions-System. wekrhes schon fUr die 
Expression etner Reihe von Protelnen erfolgreich eingesetzt worden ist (fUr eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers. BioTechnoIogy 6 , 47-55. 1988). venwendet werden. Rekombinante Proteine kBnnen 
authentisch oder als Fusionsprotelne hergestellt werden. Die so hergestellten Proteine kdnnen auch 

40 modrfiziert wie beispielswelse glykosyiiert (Smith et ai., Proc. Nat Acad. Sd. USA 82 . 8404-8408. 1987) 
seln. FQr die Herstellung eines rekombinanten Bacuk>vtrus, der das g^wOnschte Protein exprimiert, 
venvendet man einen sogenarviten Transfervektor". Hierunter versteht man ein Plasmki. weldies die 
heteibloge DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken Promoters, z.B. dem des Polytwdringens. 
enthdit wot>ei diese auf beiden Seiten von virafen Sequenzen umgeben ist Besonders bevorzugte Vektoren 

45 sind die in Beisplel 10 verwendeten Vektoren "pNlld". "pNl19' und ''pN124*. Diese k5nnen aus den mit 
Ihnen transformierten E. coII-StSmmen HB101(pN113). HB101(pN119) und HBl01(pN124) naCh bekannten 
Methoden isoliert werden [42]. Diese E. coli-Stdmme wurden am 26. Januar 1990 bei der Deutschen 
Sammlung von Mikioorganlsnr>en und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, 3RD, unter DSM 5762 fUr 
HB101(pN1 13). DSM 5763 fUr HB101(pN119) und DSM 5765 fUr HB10l(pN124) hinterlegt Der Transfervek- 

50 tor wird dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Bacuk)vinis In die Insektenzellen transfektiert Die in den 
Zellen durch homologe Rekombinatlon entstehenden rekombinanten Viren k6nnen dann nach bekannten 
Methoden Identrfiziert urtd isoliert vrerden. Eine Uebersicht Qber das Baculovirus-Expresslonssystem und 
der dabei verwendeten Methoden findet man bei tuckow und Summers [52]. 

Exprimierte TNF-BP wie Ihre nichtldslichen oder I6sltchen Fir^mente kdnnen dann rtach bn Stand der 

55 Technik bekannten Methoden der Protelnchemie, wie t)ei8pielswelse den t>ere{ts auf Seiten 5-6 beschriet>e- 
nen Verfahrens aus der Zellmasse oder den KulturOberstSnden geralr^ werden. 

Die erfindungsgemMss ertialtenen TNF-BP kdnnen auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 
monoklonalen Antikdrpem nach bekannten Methoden der Technik [44,45] oder gemSss dem in Beispiei 3 
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beschriebenen Verfahren verwerxJet warden. Solcho Antikdrper, InsbesondefB nuwioWonale AntikOrper 
gegen die 75 kO-TNF-BP-Spezies. sirKj ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Sotohe gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete AntikSrper kfinnen durch dem Fachmann geWufige Modifikationen des in den 
Betspielen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur IsoSeatng von TNF*BP eirtgesetzt werden. 

5 Auf Gnmd der hohen Bindungsaffinitat erfindungsgemfisser TNF-BP fOr TNF (KrWerte in den Qr6s- 
sanordnungen von 10"^ - I^^^M) kSnnen dieee Oder Fragmente davon als Ola^mstika 2um Nachweis von 
TNF In Serum oder anctoren K&fperfiQssigkeften nach bn Stand der Techrtik bokanman Methoden. 
beispielswelse in Festphasenblndungatests oder in VerUndung mit Anti-TNF-BP-An8kdrpem in sogananntsn 
•Sandwich"-TesU, eingesetzt warden. 

TO Im Obrlgen kGnnan erfindungsgemfisae TNF-BP ainaraeita zur Rainigung von TNF und andarara^ 
zum Auffinden von TNF*Agonisten sowle TNF-Antagonistan nach im Stand der TecMk bakanntan Verfah- 
ren venvendet warden. 

Die erfindungsgemfissen TNF-BP sowle deren physiologlsch vertrfigfiche Salze, (to nach im Stand der 
Technlk bekannten KMhoden hergesteitt werden kOnnen. kCnnen auch zur Herstammg von pharmazeutl- 

f5 schen PrSparaten. vor allem solchen zur Behandtung von ICrankheften, bei deren Verlauf TNF involviert ist, 
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrare der genannten Verbindungen. falls wOnschenswert brw. 
erforderlich in VerWndung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen. mtt den Cblicherereise venrren- 
deten festen oder flOssigen TrSgermaterialien in bekannter Welse vwarbellet werden. Die Dosierung solcher 
PrSparate kann unter BerOcksichtlgung der Oblichen Krtterien In Anatogie zu bereits varwendeten Mpara- 

20 ten fihnlicher AktivitSt und Struktur erfolgen. 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben worden ist sollen die fotgenden Beispiele 
Bnzelherten der Erfindung veranschaulichen. ohne dass diese dadurch in itgenderner Weise eingeschrSnkt 
wird. 

Beispiej 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wunjen in einem Filtertest mit humanem radio-Jodiertem '2S|.xnf nachgewlesen. TNF 
(46.47) wurde .mit Na'« I (IMS40, Amersham. Amersham. England) und todo-Qen (#28600, Pierce 
Eurochemie, Oud-Beijerland. Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert Zum Nachweis 

35 jJer TNF-BP wurden isoRerte Membranen der Zellen oder ihre sdubifisierten. angereicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Rlter (0.45 u. BloRad, Richmond. California. USA) aufgetra- 
gen. Die RIter mrden dann In PufferiOsung mit 1% entfettetem Milchpulver blocWert und anschliessend mit 
5*105 cpm/ml ^»l-TNFo (0.3-1.0M0« cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht- 
maridertem TNFa inkubiert. gewaschen und luflgetrocknet Die gebundene Radioaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder In einem 7-Counter gezfihit Die spezifische ''^I-TNF-a- 
Bindung wurde nach Korreklur fOr unspezifische Bindung in Anwesenheit von unmarWertem TNF-a im 
Ueberschuss enmittelL Die spezifische TNF-Bindung im RItertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen.'gemessen und nach Scatchard analysiert [33], wobel ein ig-Wert von -10-»-10-*«M ermlttelt wurde. 

45 

Belspiel 2 



60 Zellextrakte von HL-60-Zelien 

HU60 Zellen lATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimenteltem Labomtasstab In einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCO-Katalog Hr, 074-018001 das noch 2 g/i NaHCOa und 5% fataies KSIberaerum enthJelt. In 
efner 5% COj-Atmosphfire kultiviert und anschliessend zentrtfugiert 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgendenrmssen verfahren. Die 
ZOchtung wurde in einem 75 I Airtiftfennenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchgefOhrt 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (Millipore. Schweiz) mit einer Membranfiache 
von 0.32 m' (1 Kassette) in den fiusseren Zirkulationskreislauf Integriert Das Kulturmedium (siehe Tabelle 
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1} wurde mH einer Watson-Mariow Pumpen TYP 603U. mtt 5 l/hiln. umgepumpt Nach elner OampfsteriGsa- 
tion der Aniagen wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven saparat sterilisiert wwde, wurde (fie 
Fermentation mit wachsenden HL-60 Zetlen aus einem 20 I Alrfiflfermenter (Chemap) gestartet Die 
ZeltzQchtung tm Inipffermenter erfolgte Im konventionel)en Batchverfahren In dem Mecfium gemSss Tabelle 

s 1 und einem Startzelttiter von 2x10^ Zellen/ml. Nach 4 Tagen wurde der HLBO Ansatz mIt einem Titer von 
4^0^ Zetten/mi in den 75 I Fermenter QberfQhrt Der pH-Wert wurde bei 7.1 imd der pOz Wert bei 25% 
SStb'gung gehalten, wobef der SauerstoffeintrBg durch ^ne mllcroporGse Frftte erfolgte. Nach anffingBcher 
BatchfermentBfion wurde am 2. Tag die Perfusion bei ainem Zafflfter von 4x1 0* ZeBen/ml nUt 30 I 
Medlumsaustausch Pro Tag gestartet Auf der FUtratsefte der Men\bran wurde das konditionierte Medium 

10 abgezogen urtd durch den Zulauf von frischem Medium ersetzL Das Zutaufmedtum wurde wle (bigt 
verstSrfct Prfmatone von 0^% auf 0^%, Gtutamin von 5 mM auf 6 mM und Glucose von 4 g/l auf 6 g/L 
Die Perfuslonsrate wurde dann am 3. imd 4. Tag auf 72 J Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 1 MediumTTag 
OfhShL Nach 120 Stunden der kontinuierlichen ZOchtung wurde die Fermentation beendet Unter den 
gegel>enen f=emnentationsbedingungen erfolgte exponentoOes Zeltwachstum bis 4XM<fi Zenan/hnl Die 

rs Verdoppiungszett der Zellpopulation betrug bis 10x10* ZetlenM 20-22 Stunden und stieg dann mft 
2unehmender Zetldichte auf 30-36 Stunden an. Der Anteil der lebenden Zellen lag wfthrend der gesamten 
Fermentationszeft bei 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12*C heruntergekOhlt 
und die Zellen durch Zentrifugation (Beckman-Zentrifuge [Modetl J-6B. Rotor JS]. 3000 rpm. 10 mln.. 4* C) 
geemtel. 

20 

Tabelle I 



HL-60 Medium 

25 V 

Komponenten Korizentrationen 

Mil 

CaCl2 (was6erfrei) 112,644 

00 Caim^)^^^H^O 20 

CuS0.»5H-0 0.498»10"^ 
4 2 

Fe.(NO^)^*9H20 0.02 

FeSO •7H O 0,1668 
4 2 

KCl 336.72 

KNO, 0.0309 



40 



45 



50 



55 



MgCl^ (wassetfrei) 11.444 
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MgSO^ (wasserfrei) 
NaCl 

Na^HPO^ (vassecfrei) 
Na^SeO^^SH^O 

D-61uco6e 
Glutathioa (red.) 
Hepes-Puf £er 
Hypoxantbln 
LinolsSure 
Llpoasfiure 
Phenolcot 
Putcescin 2HC1 
^Na-Pyruvat 
TtiyTiiidln 
Biotln 

D-Ca-Pantotheaat 

Cholinctilorid 

Folsdure 

i-Ino6itol 

Miacinamid 

Nicotinamid 

para-AminobenzoeE§ure 

Pyridoxal HCl 

Pyridoxin HCl 

Riboflavin 

Thiamin HCl 

vitamin B^^^ 

L-Alanin 

L-Aspacaainsduce 
L-Aspacagin H^O 
L-Arginin 
L-Arginin HCl 
L-Aspartat 



66,37 
5801.8 
188.408 
75 
9.6*10" 
0.1726 

4000 

0.2 
2383.2 
0.954 
0.0168 
0.042 

10.24 
0.0322 

88 
0.146 
0.04666 
2.546 
5.792 
2.86 

11,32 
2.6 

0.0074 
0.2 

2.4124 
0.2 

0,2876 

2.668 

0,2782 

11.78 
10 

14.362 
40 
92,6 
33,32 
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L-CyBtin 2HC1 62,04 

L-Cystein HCl^H^O 7.024 

L-Glutaminsaure 36, 94 

L-61utamla 730 

L-Glycin 21,5 

L-Histidin 3 

L-Histidin HCl^H^O 27,392 

L-Hydroxypyrolln 4 

L-I80leucin 73,788 

L-Leucln 75.62 

L-Lysin HCl 102.9 

L*HethioQln 21.896 

L-Pheaylalanln 43 . 592 

L-Prolln 26.9 

^ L-Secin 31.3 

L-Threonin 53 

L-Tryptophan 11. 008 

L-Tyrosin»2Na 69.76 

L-Valln 62.74 

Penicillin/Streptomycin loo U/ml 

Insulin (human) 5 ^g/ml 

Tranferrin (human) 15 ug/ml 

Rindersecumalbumln 67 vg/ml 
Primatone RL (Sheffield Products. 

Norwich NY, USA) 0.25\ 
Pluronic F68 

(Serva. Heidelberg. BRD) 0.01% 

FStales Kllberserum 0.3-3t 



Das Zentrifugat wurde mft isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0^ g/l KCf, 0.2 g/1 KHaPOi, 8.0 0^ Nad. 2.16 
0^ NasHPOi * 7H20]. der mit 5% Dimethylformamld. 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinln, 10 uM 
teupeptin. 1 uM Pepstatin, 1 mM o-Phenanthrofin. 5 mM Jodaootamld, 1 mM Phenytmethylsulfonytfhiorid 
versetzt war (im fotgenden ais PBS-M bezetchnet), gewaschen. Die gewaschenen ZsDen wurden bel etner 
Dichte von 2.5 M0> Zellen/tnl in PBS-M mH Triton X-100 (Endkonzentration 1,0%) extraNeit Der Zetiextrakt 
wurde durch Zentrifugation gekffirt (IS'OOO x g. 1 Stunde: lOO'oOO x g, 1 Sbjnde). 



Beispiel 3 
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Herstellung von monoktonalen (TNF-BP>-Antik6tpefn 

Bn gemSss Belsplel 2 rhaltener Z rrtrifugationsaberstand aus Kultivienmg von HLSO-Zeflen Im 
experimentellen Labormasstab wurde Im VertiSltnls 1:10 mit PBS verdOnnt Der vertiannto Iteberetand 
wurde bei 4* C auf eine Siule aufgetragen (Russrate: 0^ ml/mln.). die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bk) Rad 
Katalog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekomblnantas humanes TNFo [Pannfca. 0. et a!. (1984) Nature 312 , 
724; SWrai. T. et al. (1W5) Nature 313 , 803: Wang, A.M. et al. (1985) Sctenoe 226 , 149] gemtoTaen 
GmfiMHunoen des Herstedera oekoppeh worden war. Die 8iule vnirde bel 4*C imJ^ner Duchflussrate 
von 1 mVtnln zuertt mft 20 ml PBS. das 0.1% Trtton X 114 enlhlelt und danach irtt 20 ml PBS gewaschen. 
So angereich^tes TNF-BP wurde b^ 22*C und ^ner Russrate von 2 ml/tnfri mIt 4 ml 100 mM Qlydn. pH 
2B, 0.1% Decylmattosld eluterL Das Buat wurde In elner Cenlrlcon 30 Bnheit [Amioon] auf 10 ul 
konzentrfert 

10 ul dieses Quates wurden mit 20 ul voQstfimfigem Freundschen Adiuvans zu ainer Emulsion 
gemischt Je 10 ul der Emulsion wurden gemdss dem von Holmdahl. R. et al. [(1085). J. Immunol. Methods 
63 379] beschrtebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 »n eIne hlnter© Fusspfole einer narkotislerten 
gafb/to-Maus in^rt 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus gotOtet der popFiteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerid^nert und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200). das 2 g/l NaHCOa enthiell, durch 
wiederholtBS Pipetferen suspemfiert GemSss einem modifizlerton Verfahren von De StGroth und Schel- 
degger [J. Immunol. Methods (1980). 35 . 1) wurden 5x10' Zellen des Lymphknotens mit 5x1 0' PAfMaus- 
Myelomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Disclosure, 217, Mai 1982, 155-157). die ateh In logarithml- 
schem Wachstum befanden. fusioniert. Die Zellen wurden gemischt, durch Zentrifugatlon gesammelt und 
dutch lelchtes SchOtteIn In 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in IMEM bel Raumtemperatur rosuspendiert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wShrend 10 Minuten vorsichtigen SchOttelns verdOnnt Die 
Zellen wdWen durch Zenlrifugatlon gesammelt und in 200 ml vollstfindigem Medium [IMEM + 20% fStales 
KSIberserum. Glutamin (2.0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM). 100 UM Hypoxanlhine, 0.4 uM Aminopteri- 
ne und 16 Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebekulturschalen, die 
ieweils 96 Vertiefungen enthielten. verteilt und dt\r\B Wechsel des Mediums bei 37* C in einer Atmosphere 
von 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 11 Tage lang inkublert 

Die Antikiirper zeichnen sich aus durch ihre inhibienende Wiricung auf die TNF-Bindung an HL50-Zellen 
Oder durch Ihre Bindung an Antigen im FiHertest gemfiss Beispiel 1. Zum Nachweis der biologischen 
AktivltSt von Bnti(TNF-BP)-Antlkarpem wurde folgendermassen verfahren: 6x10^ HL60 oder U937-Zellen 
wurden in vollsfinrfigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinitStsgereinigten monoWonalen anti-{TNF- 
BP)-Antik6rpem oder Kontroilantikorpem (d.h. soichen. die nicht gegen TNF-BP gerichtet sind) in einem 
Konzentratlonsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert Nach einer Stunde Inkubation bel 37 C wurden 
*die Zellen durch Zentrifugation gesammelt und mit 4.5 ml PBS bei O' C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstaadigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2). das zusfitelich 0.1% Natrlumarid und '^i-TNFo {10« 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarWertem TNFa (s.o.) enthielt. resuspendiert. Die spezifische 
Radioaktivitat des '*5|.TNFa betrug 700 O/mmol. Die Ziotlen wunien 2 Stunden bei 4'C Inkubiert, 
gesammelt und 4 mal mit 4,5 ml PBS. das 1% BSA und 0,001% Triton X 100 (Fluka) enthielt bei 0 C 
gewaschen. Die an die Zellen gebundene Radioaktivitat wurde in eirrem -rSdntillations-zahler gemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene RadioaktivltSt von Zellen. die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antik6rperrt behandelt worden waren. bestimmt (ungeffthr 10 000 cpm/5x10* Zellen). 



Belsf^el 4 



Affinitfitschromstographie 

FOr die wertere Reinigung wurden jeweils ein gemfiss Beispiel 3 erhaltener monoktenaler anti-{55 kD 
TNF-BP)-Antik6fper {^8 mgAnI Gel). TNFo (3.0 mgAnI Gel) und RinderserumattHmUn (BSA, 8.5 mgmil Gel) 
gemfiss den Vorschriflen des Herstellers kovalent an CNBr-aktMerte Sepharose 46 (Phamiada. Uppsala, 
Schweden) gekoppelt. Der gemfiss Beispiel 2 erhattene Zellextrakt wurde Ober die so hergestellten und in 
der folgenden Reihenfolge hint reinandergeschalteten Sfiulen geleltet BSA-Sepharose-Vorsfiule, Immunsffi- 
nltStssfiuIe IAny-(55 kD-TNF-BP)-Antik6rper], TNFo-Ugand-Affinitfitssaule. Nach vollstfindigem Auflrag wur- 
den die beiden letztgenannten Sfiulen abgetrennt und einzein fOr sich ipit |e 100 ml der folgenden 
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Puffert5sungen gewaschen: (1) PBS. 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzanudin, 100 E/ml Af^nin; (2) PBS, 
0,1% Triton X-100, 0,5M NaCL 10 mM ATP, 10 mM Benzamidin. 100 E/imI Aprotinin; und (3) PBS. 0.1% 
Triton X-100. 10 mM Benzamidin. 100 E'ml Aprotinin. Sowohl die bnmun- als auch die TNFo-ligand- 
Affinftatssdule wurden dann mit 100 mM Giycin pH 2.5. 100 mM Nad, 0,2% Decytmaftoside. 10 mM 

6 Benzami<fin, 100 E/ml Aprotinin Jede fOr sidi eluiert Die Im HItartast gemSss Betsptel 1 aktiven Frakttonen 
jeder SSule wurden danach jeweiis vereint und mit IM Tris pH 8,0 neutraBsiert 

Die 80 vereinten ^TNF-BP-aktivea Fraktionen der Immim-Affir^tsdvomatographle ainerseits und (tor 
TNFft-Ugand-Affimtfitschromatographie andarerseJts wurden zur wefteren ReWgung nochmate auf Je aine 
Ideine TNFo-Ugand-AffinftStssSuie aufgetragen. Danach wurden (Sese Mden Sfiuien mit ]e 40 ml von (1) 

fo PBS, 1,0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 Bml Aprotinin, (2) PBS. 0,1% Triton X-100. 0.5M Nad, 
10 mM ATP. 10mm BenzamWn. 100 Bm\ Aprofinln. (3) PBS, 0.1% Triton X-100. (4) 50 mM Tris PH 7^. 
150 mM r4aCl. 1^ NP^. 1,0% Desoxycholat 0.1% SDS. (5) PBS, 0.2% Decylmaltosid gewaschen. 
AnschDessend wurden die Sflulen mit 100 mM Gtycin pH ^5, 100 mM NaCI. 0.2% Decylmaltosid ehiiert 
Fraktionen von 03 ml von ieder SSule wurden fOr sich gesammelt und (Se gemfiss Rttertest (Bels^el 1) 

15 aktiven Fraktionen von jeder SSule Jeweiis fUr aich vereint und in einer Centrtcon-Bnheit (Amicon. 
Moldculargewichts-Ausschluss lO'oOO) aufkonzentrierL 



Beispiei 5 

so 



Auftrennung mittels HPLC 

25 Die gemSss Beispiei 4 eritaltenen aktiven Fraktionen wurden gemSss Ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ugand-AffinitStschromatographie) Jewells fOr sIch auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-Saulen 
(ProRPC. PHarmacIa, 5x20 mm), die mit 0.1% TrifluoresslgsSure. 0.1% Octylglucosid equllibriert worden 
waren. aufgetragen. Die Sdulen wurden dann mit einem linearen Acetonttrll-Gradienten (0-60%) Im gteichen 
Puffer bei einem Fluss von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1,0 ml wurden von Jeder SSule gesammelt 

30 und die aktiven Fraktionen von jeder SSuie fOr sich vereint (Nachwels gemgss Beispiei 1). 



Beispiei 6 

35 

Auftrennung mittels SDS-PAGE 

Die gemSss Beispiei 5 ertialtenen und gemSss Filtertest (Beispiei 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
40 SDS-PAGE gemSss [34] welter aufgetrennt Dazu wurden die Proben in SDS-Prot>enpffer wShrend 3 
Minuten auf 95 *C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acryiamid-Trennge! mit einem 5%igen 
Sammeigel elektrophoretisch aufgetrennt Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Bchproteine venfvendet: Piu>sphorylase B (97,4 kD), BSA 
(66.2* kD). Ovalbumin (42.7 kD), Carboanhydrase (31,0 kO), Soya Trypsin-lnhlbitor (21,5 kD) und Lysozym 
45 (14.4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fOr Proben. die gemSss Beispiei 4 dunch TNF^Ugandenaf- 
finitStschromatographie von ImmunaffinitStschromatographieeluaten eriialten und durch HPLC geniSss Bei- 
spiei 5 wdter aufgetrennt worden waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drel schwSchere Banden 
von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhalten. Oiese Banden wurden in einem Mini Trans Btot System (BioRad. 

60 Richmond, California. USA) elektrophoretisch wShrend 1 Stunde b^ 100 V in 25 mM Trie. 1d2 mM Giycin. 
20% Methanol auf eine PVDF-Membran (tmmobllon. Mitfipore. Bedford. Mass. USA) transferiert Danach 
wunfe die PVDF-Membran entweder mit 0.15% Serva-Blau (Serve, Heidelberg, BRD) in 
Methanol/Wasser/Esesslg (50/40^10 Votumenteile) auf Protein gef9rbt Oder mit antfettetm Mitohputver 
bk)ckiert und anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Aktivitat mit *^l-TNFa gemfiss den in 

65 Beispiei 1 beschriebenen RItert stbedingungen inkubi rt. Dabei zeigte sich. dass alle In der Protein^rtKing 
zur Darstellung gelangten Band n spezifisch TNFor banden. Alle diese Banden banden Im Western Bkn 
nach Towbin et al. [38] auch den gemSss Beispiei 3 hergestellten monoklonalen Antl-55kD-TNF-BP- 
Ant'korper. Dabei wurde ein gemSss dem In Beispiei 1 beschriebenen Verfahren mtt Na^^ I radioaktiv 
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marlderter. affinitStsgereinigter (Mausimmungtobufin-Sephaf03e-4B-Affinitfit83Sul8) Kanlnchen-anti-Maus- 
Immunogtobulir>-Antik6rper zum autoradiographlschen Nachweis di ses AntikSrpers eingdsetzt 

Prober), die gemSss Befspl I 4 durch zwefmafige TN^HrltgandenaffinitfitschrornatograptUe des Durch- 
laufs der ImmunoffinftStschromatographle erhatten und durch HPLC gemflss Belspiel 5 wefter aufgetr nnt 

5 worden waren. zeigten tmter den oben spezifizieften SDS-PAQE- und Btottransfer-Betfingungan zwei 
zusStzliche Banden von 75 kD und 65 kD. die bekto im Rttertest (Belspiel 1} spezrfisch TNF banden. Im 
Western Bk>t gemflss Towbin et al. (s.o.) reaoierten (fie Protelne dleser bekfen Banden nicht mit dem 
gemSss Belspiel 3 hergestetften anth^S kO TNP^P)-Antik0rper. Sie r»agierten aDmfin^^ mit atnem 
monokkmalen AntikOrper, der ausgehend von der 75 kO-Bande (anti*75 kD TNF-BP-AfttDc5rper) gemSss 

10 Beispfel 3 erzeugt worden war. 



Belspiel 7 

16 

Amlnos5uresequenzana!yse 

Zur AminosSuresequenzanalyse wurden die gemfiss Belspiel 5 ertialtenen urtd gemSss Rttertest 

20 (Beisplel 1) aktiven Fraktionen mittels der In Belspiel 6 beschriebenen. nun Jedoch reduaerenderir SDS- 
PAGE Bedingungen <SDS-Probenpufrer mit 125 mM DithiothreHoO aufgetrennt. Es wurden die gleichen 
Banden wie gemfiss Belspiel 6 gefunden, die alterdings auf Qrund der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAQE im Vergleich zu Belspiel 6 alle urn etwa 1-2 kO hdhere Molekulargewichte zeigten. Dlese 
Banden wurden dann gemSss Beispiel 6 auf PVDF-Membranen Obertragen und mtt 0.15% 35 Sefva-Blau in 

25 MethanolAVasser/Qsessig (50/40/10 Volumenteite) wShrend 1 Minute ge^rtt mit Methanol/Wasser/esesstg 
(45/48/7 Volumenteile) entfSrbt, mit Wasser gespQtt luftgetrocknet und danach ausgesdinitten. Bei sSlmtli- 
Chen Schritten-wurden zur Vemieidung von N-tenninaler Blockierung die von Hunkapiller (34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. ZunSchst wurden die gerelnigten TNF-BP unverSndert zur AminosSuresequen- 
zierung eingesetzt Urn zusStzllche Sequenzinformation zu ertiallen, wurden die TNF-BP nach Reduktion 

30 und S-Carboxymethylierung [Jones. B.N. (1986) in "Methods of Protein Microcharacterisatlon'. J.E Shively. 
ed.. Humana Press. Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tarr, G.E in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation". 165-166. op.cit.). Trypsin und/oder Proteinase K gespaften und die Peptide mittels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzi6r*Ger§t (Applied Biosystems Modell 470A. ABI. Foster City. 

35 falif., USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Aminosfiureanalysator (Applied 
Biosystems Modeil 120. ABI s.o.) sequenziert. wobei die folgenden AminosSuresequenzen bestimmt 
wurden: 

1.. FUr die 55 kD-Bande (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 
Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Ly$-Arg-/^p-Ser-Val-Cys-Pro-Qln-Gly-Lys-Tyr-lle-W 
40 Asn-Ser-Ile, 
und 

Ser-Thr-Pro-GIu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-6lu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wotfei X fUr einen AminosSurerest sleht. der nicht t)estimmt werden konnte. 
2^ FUr die 51 kD und die 38 kO-Banden (gemSss nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-Val-Pro-His-LBU-Gty-AsP-Arg-Glu 

3.. FQr die 65 kD-Bande (gemfiss nichtreduzierender SDS-PAGE): Bet der N-temiinaien Sequenzlerung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Untert)rechung zwel parallele Sequenzen ermitteit Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiquitins [36,37] entsprach. wurde fUr die 65 kD- 
Bande die folgende Sequenz abgeleitet 
50 Leu-Pro-Ala-Gln-Val-AIa-Phe-X-Pro-Tyr-AIa-Pro-GIu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys. 
wobei X fOr einen Amlnosfiurerest steht der nicht bestimmt werden fconntB. 
Wettere Peptidsequenzen fOr 75(65}kDa-TNF-BP wurden bestimmt 
lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-AIa-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

66 Ser-QIn-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-GIU'Lys-Pro-Leu 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn-Otn-Pro-Qln-Ala-Pro-Qly-Val-Ghj-Ala-Ser-Gly-Ala-Qly-Olu-Ate^ 
und 

Leu-Cys-AIa-Pro 
und 

6 Val-Pro-His-Uo-Pro-Ala-Asp 
und 

' Gly-Ser-G[n-Qly4>ro^lthGtn-Gln-X-X-LeiHle-X-Ala4>ro 

wobei X fQr einm AminosSurBrest steht der nicht bestimmt werden lamntB. 

w 

Beteptel8 



15 Bestimmung von Basen^Sequenzen von komptementafer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der AmlnosMuresequenz gemSss Fbnmel lA wurden unter BerOckslchtigung des 
genetischen Codes ru den Amlnosaureresten 2-7 und 17-23 entsprechende, vrtlstSndig degenerierte 
OSgoniK^leotrde in geeigneter KbmplementaritMt synthetisiert ('sense* and *antisense' OUgonucieotide). 

20 Totale zellulSre RNA wurde aus Hlj60-Z6lten isoliert [42. 43]. und der erste cDNA'Strang durchUligo-dT- 
Priming Oder durch Priming mit dem "antisense* Ongonudeotid mfttels ^nes cDNA-Synthese-KHs (RPN 
1256, Ameraham. Amersham, England) gem^ss der Anieitung des Herstellers synthetisiert DIeser cDNA- 
Strang und die l)eiden synthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense* Oligonucleotide wurden In 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PGR, Perkin Bmer Cetus. Norwalk. CT, USA gemSss Anieitung des 

25 Herstell*s) daru verwendet die fOr die AminosSure-Reste 8-16 (Formel lA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synlhetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautet s'- 
AGGGAGAAOAQAGATAGTQTQTGTCCC-s'. Dieses cDNA-f=fBgment wurde als Probe venvendet um nach 
Iwkannten Verfehren einen fUr das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Klon In einer Xgt11-cDNA-Gent)ank 
von menschlicher Placenta zu Idenlifizieren (42,43). Dieser Won wurde dann nach Obfichen Methoden aus 

30 dem X-Vektor geschnitten und in die Plasmlde pUCIS (Pharmacia, Uppsala. Sweden) und pUC19 
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mpl8/M13mpl9 Bacteriopiwgen (Pharmacia. Uppsala, 
Sweden) kloniert (42.43). Die NuWeotidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S. 
Biochemical. Cleveland, Ohio. USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt Die NuWeotidsequenz 
und die daraus abgeleitete AminosSuresequenz fUr das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 

35^(AminosaurB "-28" bis AminosSure "0") ist In Rgur 1 mlttels der im Stand der Technik Obfichen 
* AbWJrzungen fOr Basen wie AmlnosSuren dargestellt, Aus Sequenzvergleichen mit anderen. bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefShr 180 AminosSuren enthattende N-terminale wie 220 
AminosSure enthaltende C-terminale DomSnen. die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von 19 AminosSuren (in Rgur 1 unterstrichen) getrennt werden. bestimmen. Hypo- 

40 thetische Glykosylierungsstellen sind in Figur 1 durch Steme Ober der entsprechenden AminosSure 
gekennzeichnet 

Im Wesentlichen analoge Techniken wurden dazu eingesetzt, 75/65 kD TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu idenlifizieren. wobei allerdings in diesem Fail genomlsche humane DNA und von 
Peped IIA abgeleiieten volistandig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense" und "anlisenw" ODgonu- 

45 deotide verwendet wurden, um eine primSre. 26 bp cDNA-Probe in einer Polymerase-Kettonreaktton 
herzustellen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu venwendete in einer HL-60 cONA-Bibiothek cDNA-Ktone 
von verschiedener L&nge zu Identifizieren. Diese cDNA-Bibflothek wurde mlttels Isoiierter HLBO RNA und 
einem cDNA-Wonierungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergestellL Die Sequenz eines 
solchen cDNA-Kions Ist in Figur 4 dargestellt wobei nochmalige Sequenzierung zu folgender Korrektur 

60 IDhrte. An Stetle des Serins in Position 3 muss ein Throonin das von "ACC" nicht von TCX" kodlert wird. 
stehen. 

Belspiel 9 

55 



Expression in COS 1-2ellen 
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FDr die Expression In COS-Ze«en %Airden VeWoren ausgehend von dem Plasmid "pNII" konstmlert 
Das Plasmid "PNII" enth&lt den effizlenten Promotor und Enhancer des ■major onmetfate-early" Gens 
das menschlichen Cytomegalovims ("HCMV": Boshart et al., Cell 41^ . 521-530, 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, welche mehrere RestrikttonsschnittsteWen enthfilt <fie nur einmal Im 
5 Plasmid vorVommen CPoiylinker"). u.a. (fie Schntttetenen lOr Wndlll. Ball, BaMHI und Pvull (stehe Se- 
quonz). 

PvuII 

. 5 ' -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATOGCGAGATC- 3 ' 

3 • -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5 • 

Hinter dtesen SchnittsteHen befinden sIch drel Translations-Stopcodons in alien drai Leserastem. Wnter der 
,5 Polyfinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das PolyadenyUerunossiflnal des Prfiprdnsuttngens der 
Ratte (l^medico et al.. Cell 18 . 545-558. 1979). Das Plasmid enthSlt femer den Replikationsurspnmo des 
SV40 Virus sowie eln Fragment aus pBR322. das E. con-Bakterien Amplcillin-Resistenz verlelhl und die 
Replikation des Ptasmids in E. coli emidglicht 

Zur Konstruktlon des Expresslonsveklors ''pN123" wurde dieses PlasmW "pNIl" mit der Restriktions- 
2Q endonuklease Pvull geschnitten und anschliessend mit atkalischer Phosphatase behandelt. Der dephospho- 
rylierte Vektor wurde danach aus einem Agarosegel isoliert {VI ). Die 5 -Oberhfingenden Nukleotide des 
EcoRI-geschnrttenen 1 .3kb-Fragments der 65 kD TNF-BP<DNA (slehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von 
Klenow-Enzym aufgefOllt. AnschHessend wurde dieses Fragment aus eInem Agarosegel Isoliert (F1). 
Danach wurden VI und F1 mittels T4-lJgase mlteinander verbunden. E. coli HBIOI-Zellen wurden dann mit 
25 diesem Ugierungsansatz nach bekannten Methoden [42] transformiert. Mit Hilfe von RastrikUonsanalysen 
und ONA-Sequenzieajng nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten Identifiziert. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren. welches das 1,3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
tOr die Expression Ober den HCMV-Promotor korrekten Orlentierung enthielt. Dieser Vektor erhielt die 
Bezeichnung "pN123". 

„ Zur Konstaiktion des Vektors "pK19" wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment welches 
nur die fUr den extrazeliuISren Toil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthfilt (AmInosSuren -28 Ws 182 
gemSss Rgur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten (SaiW et al.. Science ^ . 1350-1354. 1985, 
slehe auch Beispiel 8). Die folgenden OligonuWeotide wurden. urn die fOr den extrazellulSren Teil des 55 kD 
codierende cDNA aus "pN123" zu amplifizieren, venwendet 

BAMHI 

5 ' -CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3 ' 



40 ASP71B 

3 • -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5 ' 

Durch diese OligonuWeotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter AminosSure 182 
elngefOhrt Das so amplifizierte DNA-Fragmenl wurde mil BanHI und Asp718 geschnittene die hierbei 
entstandenen Oberstehenden Enden mtt Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefOIll und dieses Fragment an- 
schliessend aus einem Agarosegel Isoliert (F2). F2 wurde dann mh VI figiert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coli HB101, wie bereits beschriebene venwendet Transformanten. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, wetehes das DMA-Fragment In der fOr die Express Dber den 
^ HCMV-Promotor korrekten Ofientiening enthielten, wurden mittels Dr4ArSe<^nzierung (sx).) Wentffizlert. 
Das daraus Isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung ■pK19*. 

Transfektion der COS-Zellen mit den Piasmiden •pNl23- Oder "pKig" wurde nach der von Feigner et 
al. verdffentlichten Upofections-Methode (Proc. Natl. Acad. Sd. USA 84 . 7413-7417, 1987) durchgeWhrt 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die mit •'pN123" transfizierten Zellen nach bekannten Metho- 
den mit ^«l-TNFa auf Bindung analysiert. Das Resultat der Scatchard-Analyse (Scatchard, G.. Ann. N.Y. 
Acad. Sd. 51 . 660. 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten {Rgur 2A) 1st In Figur 2B dargeslellt. Die 
KulturOberstlnde der mit "pK19" transfizierten Zellen wurden In einem "Sandwich'-Test untersucht Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech, Arlington. VA. USA) mit 100 ul/Loch eines Kaninchen-anti-Maus 
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Immungtobulins (10 ugAnl PBS) sensibllisiert. AnschEessend wurde (fie Platte gowaschen und mit einem 
anti-55 kD TNF-BP-AntikQrper, der gemSss Betspiel 3 durch seine Aitligenbinduno nachgewtesen imd 
isoHert wurde. der aber die TNF-Bindimg an Zellen nicht inhiblert inkid)iert (3 Stunden. 20*C). Die Platte 
wurde dann wieder gewaschen tmd Qber Nacht bel 4* C mIt 100 ulLoch der Kutti0Obmt2Lnde (1:4 verdOmit 

5 mit 1% entfetteter Miichpufver enthaftendem Puffer A: 50 mM Tris/KCt pH 7.4, 140 mM NaCI. 5 mM EOTA. 
0^% Na-Azid) inkut>iert Die Piatte wurde entleert imd mIt ^^TNFa mthattendem Puffer A (10^ cpm/ml. 
100 uUloch) mH Oder ohne Zusatz von 2 ug/hnl unmaridertem TNF wfituend 2 Stunden bei 4*C inkut>iert 
Danach wurde dto Plalte 4 ma! niit PBS gewaachen. (fie einzelnen Ldcher wutton ausgescMttan und \n 
einem r-Zfittler gemessen. Die ResiMe von 5 paraNelen TransfekSonen (SSufen # 2, 3, 4. 6 und 7). von 

to zwef Kontron-Transfektk)nen mit dem pNII-Vektor (SMulen # 1, 5) urKi von efaier KontroUe mit HL60-Zelf- 
Lysat (SSule # 8) sind In Rgir 3 dargestent 



Beispiei 10 
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Expression in Insektenzellen 

20 FUr die Expression in einem Bacutovirus-Expressionssystem wurde von (Jem Piasmid "^pTljOAl" 
(Luckow und Summers. 1989. *High Level Expression of Nonfused Foreign Qenes with Autographa 
cafrforra'a Nuclear Pofyhedrosis virus Expression Vectors'. VIrotogy 170 . 31-39) ausgegangen und (fieses 
folgendermassen modifiziert Es wurde die etnzlge EcoRI-RestrikUwisschnittstelle In •pVLfi41" entfeml, 
tndem cias Plasmid mit EcoRI geschnitten und die Qberstehenden 5'-Enden mrt Klenow-Enzym aufgefQIlt 

25 wurden.j^Das hieraus erhattene Plasmid pVL941/E- wurde mtt BamHI und Asp718 verdaut und der 
Vektoroimpf anschltessend aus einem Agarosegel Isoliert Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
OHgonukleotid der folgenden Sequenz figiert 

BamHI EcoRI Asp718 

30 

5* . GATCCAGAATTCATAATAG - 3« 

3 ' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 • 

35 E. coli HB101 wurde mit (torn Ugierungsansatz transformlert und Transfbrmanten. die ein Plasmid 
♦ enttiiellen. in welches das OBgonukteotid korrekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzieaing nach bekannten Methoden (s.o.) identifizlert; dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannt 2ur Konstaiktion des Transfervektors "pN113" wurde dieses Plasmid "pNR704" mit EcoRI 
geschnitten, mit alkaBscher Phosphatase behandeit und der so erzeugte Vektonrumpf (V2) anschliessend 

^ aus einem Agarosegel Isoliert Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1.3 klhFragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde mit Fragment V2 ligiert. Mit diesem Ugierungsansatz erhaltene Transformanten. die ein 
Plasmid enthielten. welches das cDNA-lnsert in der korrekten Orientiemng fOr die Expression Qber den 
Polytiedrinpromotor.enthielten. wurden identifiaert (s.o.). Der daraus Isolierte Vektor erhiett die Bezetehnung 
•PNJIS". 

^ Zur Konstruktion des Transfervektors "pNlig" wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1,3 kb 
EcoRI/EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP cDNA in dem "pUCig'-Plasmld (siehe Beispiei 8) wurde mit 
Ban! verdaut und mit dem folgenden synthetischen OtigonuMeotkj Ggiert 

Bani A6P718 
w 5' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3« 

3' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5* 

^ Mit dem obigen Adaptor werden zwel Stopcodons der Translation hinter Aminosfiure 182 und sine 
Schntttst lie fUr die Restriktionsendonuklease Asp716 eingebaut erfolgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und Asp718 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) isoliert Weiterhin wurde das 
benfalls mit Asp718 und EcoRI geschnittene Plasmid "pNR704" mit F3 ligiert und der Uglewngsansatz in 
E ooii HB101 transfonmiert. Die kJentifikation der Transformant n, welch ein Plasmid enthielten, in das die 
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partielle S5 kO TNF-6P cDNA korrBkt fQr (0 Expres tion integrlert wofden war, erfolgte wie bereits 
beschrieben. Das aus diesan Transformanten isolierta Plasmid ertileft den Namen "pN119*. 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pNlZA" wurde fbtoendermassan vorgegangen. Das in Baispief 9 
beschriebene. fOr den extrazelluliren Tell des 55 kO TNF-BP codierende cONA-FraQment wurde mft den 

s angegebenen OBgonukleotkien mH Hilfe der PCH-Technok>gle. wIe in Bei^)iel G beachriebene amp&fiziert 
Dte^s Fragnient wurde mit BamHl imd A5p718 geschnttten und aus ainem Agarosegel isoSert (F4). Das 
Plasmkl *pNR704" wurde ebenfalls mft BamHl und Asp718 gescMtten und der Vektommipf (V4) wurde 
teollert (S.O.). Dto Fragmente V4 und F4 wunddn Qfl^ E oo8 HB101 damit transfomUert und der 
rekombinantB Transfarvektor "pNl24* wurde. wie beschrfeben, IdentifideTt utkI isolert 

to Zur TransfeMlon der Insektenzellen wivde folgendennassen vorgegangen. 3 ug dea Transfervektora 
*pN113* wurden nnft 1 ug DNA des Autographa caStoiTdca^iMclev-potyhedrDaiavirus (AdMNPV) (EP 
127839) In Sf9-Z6llen (ATCC CRL 1711) transfektiert Pofyfiedrfn negative Vfaien wurden ktentiflziert und aus 
'Plaques' genelnigt [52]. Mit diesen rekombinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zellen wie in [52] 
beschriebene infiziert Nach 3 Tagen In Kuitur wurden (fie infizierten Zellen auf Binctog von TNF mitteis 

16 ^^l-TNFa untersucht Dazu wurden die tnansfektlerten Zellen nnit einer P aste u ipipette von der Zeflkultur- 
schale abgewaschen und bef einer Zelk£chte von 5x10* Zelten/ml KutturmacSum (52]. das 10 ngrmi ^1- 
TNF-a enthielt sowohl In Anwesenhelt wie Abwesenhelt von 5 ug/ml nfehtmarkiertem TNF-a resuspendlert 
und 2 Stunden auf Eis inkubiert Oanach wurden die Zellen mit relnem Kuttunmedium gewaschen und die 
zeilgebundene Radioaktivlt£t in einem -rZfihler gezShIt (siehe Tabelle 2). 

20 

Tabelle 2 



Zellen 


Zellgebundene 
RadioaktivltStprolO* 
Zellen 


nichtinfizterte Zellen (Kontrolle) 


eOcpm 


infizierte Zellen 


1600 1 330 cpm 



30 Mlttelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten 



* Beisplel 11 

Analog zu dem in Belspiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fQr den extrazelluISren Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment. nun jedoch mit den folgenden OOgonukleotiden als Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion amplillziert: 

' Oligonukleotid I: 



Sst I 

5*. TAG GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 • 
Oligonukleotid 2: 



' Sst I 

as 5' -ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG-3 ' 

Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H73-Vektor (DSM 5523: Europaische Patentanmekiung Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeklung Nr. 108967/90; US Patent AppScation S6r.No. 510773m] Bgiert 
aus cfem die CD4<0NA Ober (fie Sst l-Restrikttohs-Schnittstellen harausgenommen worden war. Ssti- 
Schnittstellen befinden sich tn dem Vektor pC04-H73 sowohl vor wte In dem CD4-Teils8qi«nzstOck wis 
dahtnter. Das Konstrukt wurde mtttels Protoplastdafudon nach Oi et aL (Procd. Natl. Acad. Sd. USA 80 , 

5 825^. 1983) in J558^elomze[len (ATCC Nr. TIB6) transfiziert Transfektantsn wurdan durch Zugabe 
von 5 tig/ml MycopKenolsfiura und 250 ug/tnl Xanthin (Traunecker et aU &jr. J. bmnunoL 16 , 851-854 
(1988]) !n das Gnmdmecfium (Dult)ecoo'8 modifiziertes Eagle's Mecfium. 10% (dtales KSIbmerum, 5 x 
lO'^M 2-Merc8|rtoethanor) selektloniert Das von den transfizierten ZeOen eekralierte Scpressionsprodukt 
konnte mittels Qblicher Methoden der Protefnchemie, zJB. TNP-BP-AntIk0rper<Affinhfitstftrornat^ 

10 gereinigt werden. Mts nicht bereits spezifisch angegeben, wimSen zur Kuftivierung der vemendeten 
Zeininien. zum Klonieren. Selektionieren t>zw. zur Expansion der kkmlerten Zellen Standafdverfahren. wle 
Z.6. von Freshney, R.I. in "Culture of Animal Celts". Alan R. Uss, fnc^ New Yoric (1983) beschrieben, 
verwendet 
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AnsprOche 

1. NichtlSsliche Proteine und Wslichs Oder nichtlosliche Fragmente davon. die TNF binden, In homogener 
Form, sowie deren physlologisch vertrSgliche Salze. 

2. Verbindungen gemSss Anspruch 1. die durch Molekulargewlchte gemSss SDS-PAGE unter nichtreduzie- 
rendeT^ Bedingungen von etwa 55 kO und 75 kO charakterisiert sind. 

3. Verbindungen gemass einem der AnsprOche 1 und 2. die wenigstens eine der folgenden AminosSurese- 
quenzen enthalten: 

LBu-Val-Pro4His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lte 
Ser-lle: 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-Glu-GIy-Glu-ljou-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 

Leu-Pro-Ala-GIn-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-AIa-Pro-Giu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys; 

lle-X-Pro-Gly-Phe^ly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 

Ser-Gln-Leu-Qlu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Qlu-Lys-Pro-Leu; 

Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gln«Pro-GIn-Ala-Pro-Gly-Val-6lu-Ala-Ser-Qly-Ala-GIyQlu-AIa; 
L u-Cys-Ala-Pro; 
Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp: 
Gly-Ser-Gln-GIy-Pro-GIu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobei X fUr einen nicht bestimmten AminosSurerest steht. 
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4. DNA-Sequenzen, die fOr nlchtlGsHche Protetna Oder tOsQcKe wie ntchtKSsSche Fragmente davon, die TNF 
bcnden. kodieren, wobel solche ONA-Sequenzen bus den fblgenden luswlhtbar sind: 

(a) ONA-Sequenzen. wie tie in Rgur 1 oder Figur 4 dargesteflt eind. wie deren komplementSren Strfinge. 
Oder solche. die diese Sequenzen umfaseen: 
5 (b) DNA-8equenzen, die nriH wie unter (a) deftnierten Secpienzen oder Fragmenton davon hybricfislerBn: 
(c) DNA-Seqi^nzen. die auf Grund der Entartung des genefischen Codes nicht mit Sequenzen. wie unter 
(a) und (b) definierte hybrkfisieren. aber cfie fOr Polypeptide nUt genau gMcher Amlnosamsoquenz 
kocfieren. 

5. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 4. die elne Kombhiation aus zmi TeO-ONA-Sequenzen umfassen. 
to w^bei die elne Tellsequenz fOr Iflalidie Fra^pnente von nlchtl6sBchen ProCalnen. die TNF bMen kodiert 

und die andere TetK-Sequenz, fOr aOe DomSnen ausser der araten Oomftne der konstanten Region der 
achweren Kette von hunianen tmrnungtobulinen. wie IgG. IgA, tgM bzw. ^E. kodiert 

6. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 5. wobel besagte humane lnvnungk)bufine igM bzw. solche der 
Klasse IgQ afnd. 

15 7. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 6. wobel besagte humane tmmungtokMi&ne solche vom Typ Igl bzw. 
Ig3sind. 

& Von ONA-Sequenzen gemSss einem der AnsprOche 4-7 kodlerta rekombinante Prot^ne, allelische 
Varianten. oder Deletions-, Substitutions- Oder Additionsanabge davon. 

0. Vektoren. die DNA-Sequenzen gem9ss einem der AnsprOche 4-7 enthalten und zur Expression der von 
20 diesen DNA-Sequenzen kodierten Protsinen in prokaryotischen- wie eukaryotischen Wirtssystemen geelg- 
net sind. 

10. Prokaryot'sche- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemiss Anspruch 9 transfor- 
miert worden sind. 

11. Wirtssysteme gemSss Arispruch 10. wobel diese SSuger- oder Insektenzeilen sind. 

25 12. Geg4n eine Verbindung gemSss einem der AnsprOche 1-3 Oder 8 gertchtete AntikOrper. 

13. Gn Verfahren zur Isolierung einer Vertsindung gem9ss einem der AnsprOche 1-3. dadurch geksnnzeich- 
net dass man im wesentiichen die folgenden Reir^gungsschritte nacheinander ausfOhrt Herstellung eines 
Zelle}(traktes, ImmunaffinitStschromatographie und/oder ein- oder mehrfache UgandenaffinitStschromatDgra- 
phie. HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewOnschte die so Isolierten Verbindungen chemisch oder 

30 enzymatisch spaltet und/oder in geeignete Salze QberfUhrt. 
• 14. Etn Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemgss Anspruch 8. das dadurch gekennzeichnet ist. 
dass man ein wie in Anspojch 10 oder 11 beanspruchtes transfonniertes Wirtssystem in einem geelgneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium solche Verbindungen isoTiert. 

15. Phamiazeutische PrSiparate. dadurch gekennzeichnet. dass sle eine Oder mehrere Verb{ndung(en) 
35 gemSss einem der AnsprOche 1-3 oder 8, gewQnschtenfalls in Kombination mit weiteren pharmazeutisch 

wlrksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten. therapeutisch vertrfiglichen TrSgenmaterialien ent- 
halten. 

16. Pharmazeutische Praparate zur Behandlung von Krankhelten, bel denen TNF Involviert Ist, wobel solche 
PrMparate dadurch gekennzeichnet sind. dass sle eine Oder mehrere Verbtndung(en) gemSss einem der 

40 AnsprOche 1-3 oder 6. gewOnschtenfalls in Kombination mit weiteren Phannazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen. inerten, therapeutisch vertrSglichen TrSgennaterialien enthalten. 

17. Venrvendung einer Vert)lndung gem9ss einem der AnsprOche 1-3 oder 6 zur Behandlung von Krankhel- 
ten. f 

16. Verwendung einer Verbindung gemSss einem der AnsprOche 1-3 oder 6 zur Behandlung von Krankh^- 
45 ten, bei denen TNF involviert ist 

19. Eine wie in einem der AnsprOche 1-3 oder 8 beanspruchte Vertsindung wann tnuner sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahrer) hergesteitt worden ist 
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Fiqur 1 



-185 OUmYXSGGGGGGTTOAGATCACTGSSUXAGGCCGIY^^ 
-125 OXTCAACTGTCAaXCAAGGCACTTGGGACGTarrGGA^^ 
-65 CCAGaO0CCGCTGCaU»CT0CCCTGM;C0a^ 

"•28 • • • • . • , 

-30 MetGlyLeuSerThrValBroAspLeuLeutouProLeuVa 1 to^ 

-10 I^uValGlylleTyrProSerGlyVallleglyLeuV&lPr 
55 TTGGTGGGAATAIACCCCTQUSGGGTT&TTGGACTGGTCOCra 

*** 

• • • • • • 
10 LysArgAspSeiValCysProGlnGlyLysTyrlleHlsPcoGlnAsnAsnSerlleCys 

115 lMSimS»XIJS^TGTGT ( XCCI^^ 

• « • • • • 

3 0 Q^sTbrLysCysHlsLysGlyThrTyrLeuTyrASQAspCysProGlyProGlyGlnAsp 
175 TGTAa:AAGTGCaOUUlC»3AACCTAm^^ 

• • • • • • 

SO ThrAspCysArgGluCysGluSeiGlySerPheThrAlaSezGluAsnHlsLeuAxgRlS 
235 JCGGACTGCAOGGAGTGTGSUSAGCGGCTCCTTCaCCCXTIC^^ 

• « • • ■ • 

70 CysLeuSerCysSerLysCysArgLysGluHetGlyGlnVialGluIleSerSerCysThr 

^ • • • • • • 

9 0 ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLysAsnGlnXy rArgHisTy rTrpSerGlu 
355 GTGGACCGGGAG^GTGTGTGGCTGC^SGAAGAACCAGIA^^ 

*** *** 

• • • • • 

110 AsnLeuPheGlnCysPheAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValHlsLeuSerCys 
415 AACCTTTTCCA5TGCTTCA2VTTGCAG(XTCTGCCT^ 

• • • • • » 

130 GlnGluLysGlcAsnThrValCysThzCysHlsAlaGlyPhePheLeuArgGluAsnGlu 
475 aaSGtJpiIACIiGMCIJ^ 

. • • • • • « 

150 CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 
535 TGTGTCT(XTGTAGTAACTGTAAGAmGCCTGGAGTGCACGAAGTTG^ 

170 TleGliiJ^nValI.Y«Cl vThrGliiAspS«>W;iyTKrThrVa1 T^nT.AtiPrr.T.AnV« 1 Tl *» 

595 ATTGAGAXTGTTAAGGGCJLCTGAGGAaXSySGCACaUAGTGCT 

190 PhPPhP(^1yT^nry<;T^nI^iiS«»rT^nI^uPheIlt»GlyLeiiMetTyrArgTyrGlnAra 

655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGTAT^^ 

I • • m • • • 

210 ' TxpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerTIurProGluLysGluGlyGlu 
715 TGGMSrrOCMaXJClJ^CICCia^ 

*** . 

230 LeuGluGlyThrThrThrLysProLeuiU.aProAsziProSerPheSerProThrProGly 
775 CnGAAGGMCTACTACTJU^(XCTGGCCCCAAACCC&AGCTTCA^ 

« • • • • • 

250 PheThrProThrLeuG lyPheS erPro\^lProS erSerT hrPheThrSerSerSerThr 

835 TTCACSCOCAOCCTGGGCTTCAGTCCCGTGOCCAGTTCCACCTTCACC^ 

• •••«• 
270 TyxThrProGlyAspCysProAsnPheAlaAlaProArgArqGluValAlaPrePreTyr 
895 Tiai^CCXXSGrGI^CTCTCCCMC m 

290 GlnGlyAlaAspPr 0 1 leLeuAlaThrAlaLeuAlaSerAspPro IleProAsnProLeu 

955 CAGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGACAGCCCTCGCCT^ 
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310 GlnLysTtpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerLeuAspThtAspAspProAlaThr 
1015 CAGMUSTGGGAGGACAGCGCCCACMGCCACAGAGOCTA^^ 

330 LmiTyxJOaValValGluAsnVadProPxoLeuAxgTrpLysGluPtmValAxgAzglAu 

1075 CTGIMXKrGTGGTGGftGAACGTQCCCOCGnGCX^ 

. . . • • • 

350 GlvLeuSerAg^UsGluIleftspArgrieuGI iiTiwaCanAsi^yArgCysLeuAtgGlu 

1135 Q3SCffSiOCtSM3a£GM^^ 

370 AlaGlnTyrSerMetLeuAialhrTrpArgArgRrgThrProAcgAtga 

1195 GOGCMOAacaiTGCTGSCGRCCrGGftXOGOCGCRCOCCGCOGOOOGMGOCAC^^ 

. • • • • • 

390 GluLeuLeuGlyAx9ValLeuiUr9^s^tAspLeuLeuGlyCy^^«^uA8pZleGlu 

1255 G»GCTGC1X3GGftCGCGTGCTOCGa5RC^lUiAlCCT G& TGG G CTGCCTGG^ 
. 

410 GluAlaLeuCysGlyProAlaAIaLeuProProAlaProSerLeuLeuArg 

1315 GMSGcacrrrGCSQQcrax^ 

1375 Gax:CTGOGGGaU3CTCTAAGGaCCGTCCnX3CXafiATCGCC^^ 

1435 TGGAa»GGAGGGGTCCTGCaGGGGaU«XaGGfiGCTAGC»GC^ 

1495 casrcGAIGTJCATWSCTTTTCTCaGCTGCCTGCGC^ 

1555 oscGGAGftGaGGTGCGOCGTGGGCICftAfiRGaZTGAGTGGGTGGm 

1615 iit3ii:xi A \/xrsac!Q ULJUia 

1675 CTTCGICCCTGAG0CmTTaOGTGC&13J«jaW.n'T 1 1 Ibii 1 i lUli ITGTTTT 

1735 GmTGTTTTTAAMCAATCMGTTAa02ATAGAAWTOGCACTCC^ 

1795 CCTGGftCAAGCRCmQCAAGCTGAACTGTCCIAAGGCa^^ 

1855 GGCCTTCAGCTGGAGCTGTGGRCTTTTGTACATACACTJJ^T^ 

1915 AACCCGAATTC 
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Fiqur 2A 



Transfektantea 
Kontrollft 



to 



TMF-Konzentration (nH) 



Fiqur 2B 



1 - 




■ Ttansfelctant KO 0.49 nM 
□ KontTOlle KD 0.46 nM 



to I ■ " I ^ ■ 1 ' I 

0 1000 2000 3000 4000 
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SerflspS«rUa I CysflspSarCysG I uflspSerThrTyrThrG I nLeuTrpflsnTppUa I 
TCGGflCTCCCTCTGTGflCTCCTCT6flCGflCflGCflCflTflCflCCCflGCTCT06flflCTGGGTT 

• • • « . , 
PpoG I uCysLeuSarCyaG I ySerflrgCysSerSer AspG I nUo i 6 1 uThrG I nfl I oCy« 

CCCGflGTGCTTGflCCTGTGGCTCCCCCTGTflGCTCTfiflCCflGGTeGflRflCTCRflCCCTGC 
•••«., 
ThpflrgG I uG I nflsnflpg 1 1 eCysThpCysflpgppoG I yTrpTypCysfl I oLeuSerLya 
fiCTCGGGflfiCflGflflCCGCflTCTCCflCCTGCftGGCCCGGCTGGTflCTGCGCGCTGflGCHfIG 

• • • • . * . 

6 1 nC I uG i yCyaflpgLeuCyafl I aPpoLauPpoLyaCyaflpgPpoG I yPheG I yUo I fl I a 
CflGGflGGGGTGCCGGCTGTGCGCCCCGCTGCCGflflGTGCCGCCCGGGCTTCGCCCTGQCC 

• • • • ff • 

flpgPpoG I yThpG I uThpSepftspUa I Ua I CyaLyaPpoCyafl I qPpoG I yThrPheSep 
flGflCCRGGflfiCTGflflflCnTCflGflCGTCGTGTGCflflGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCC 
• • • . I . . 

flartThpThpSepSerThpflap 1 1 eCyaflpgPpoH i aG I n i I eCyaflanUa I Uo I R I a 1 1 e 
RflCRCGflCTTCRTCCflCGGRTflTTTCCflGGCCCCflCCRGflTCTGTRRCGTGGTGGCCflTC 
' • • t t t 

PpoG I yflanfl I aSepRpgRapfl I aUa I CyaThpSapThpSepPpoThpflpgSepnetfll o 
CCTGGGRRTGCRRGCRGGGRTGCRGTCTGCRCGTCCRCGTCCCCCRCCCGGRGTRTGGCC 

PpoG t yR I aUa I H 1 aLeuPpoC I nPpoUa I SapThpflpgSepG I nH I aThpG I nPpoSap 
CCRGGGGCRGTRCflCTTflCCCCflGCCflGTGTCCRCflCGRTCCCRRCRCflCGCflGCCflflGT 

• • • • • 

PpoG I uPpoSerThpR I oPpoSepThpSepPheLeuLauPponot G I yPpoSepPpoPpo 
CCflGRflCCCRGCRCTGCTCCRRGCRCCTCCTTCCTGCTCCCRRTGGGCCCCRGCCCCCCR 

• • • . • • 

R I oG I uG I ySepThpG I yRapPheR I oLeuPpoUa I G I yLeu 1 1 eUa i G I yUa I ThpR I a 
GCTGflflGCGnCCRCTGGCCRCTTCGCTCTTCCflGTTGGflCTGRTTGTGGGTGTGflCflGCC 

LeuG I yLeuLeu i I e 1 1 eG 1 yUo I Ua i flanCyaUa 1 1 1 aHet ThrG I nUa I LysLysLys 
nGGGTCTflCTHRTRflTRGGRGTGGTCflRCTGTGTCRTCflTGRCCCflGGTGRflflRflGflBG 

PpoLeuCyaLeuG I nRpgG I uR I aLy aUa 1 PpoH i aLauPpofl I aRapLy afl I oRpgG I y 
CCCTTGTGCCTGCRGRGRGRRCCCRRGGTGCCTCflCTTCCCTGCCGRTRflGGCCCGGGGT 

ThpG I nG I yPpoG i uG I nG I nH i aLeuLeu 1 1 eThpR I oPpoSepSepSepSepSerSep 
flCRCflGGGCCCCGRGCflGCflGCflCCTGCTGHTCflCflGCGCCGRGCTCCflGCRGCRGCTCC 

LauG I uSapSepfl I oSopR I oLauRapflpgflpgfl I oPpoThpflpgRanC I nPpoG I nR I a 
CTGGflGRCCTCGGCCflGTGCCTTGGflCflGRRGGGCGCCCflCTCGGRRCCRGCCHCRGGCfl 
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Figur 4 (eortaetzunq) 



• • • • • « 
28 1 PreG I yUa 1 6 1 u A I qSerG I y A I aC I yC 1 uR i oArgA I aSerThrG I ySerSerA 1 aAsp 
84 1 CCAG6C6TG6RGGCCAGT66G6CCC6GCAGSCCC6G6CCAGCACC66CR6CTCA6Cfl6AT 

• • I • • • 

301 StpSerPreG I yG I yH i aG i yThrG I nUo t AsnUo i ThrCys 1 1 eUo i AsnUa i CysSer 
901 TCTTCCCCTCGTGGCCflTGGGACCCRGGTCARTGTCRCCTGCATCCTGAACGTCTGTAGC 

• • I • • • 
321 S«p$erA9pH i sSer SerG I nCysSerSerG I nA I aSerSerThpHetG I yAspThrAsp 
961 AGCTCTGRCCRCAGCTCflCAGTGCTCCTCCCflAGCCRGCTCCACRATGGGRGRCACAGRT 

• ■ • • • • • 

34 1 SerSerPpoSarG I uSerPreLyaAapG I u6 1 nUo I PrePheSapLyaG i u6 1 uCyaA i a 
1 02! TCCAGCCCCTCGGRGTCCCCGRRGGflCGRGCAGGTCCCCTTCTCCARGGAGGAATGTGCC 

• • I • • • 

36 1 PheflpgSapG I nLeuG I uThrPpoG I uThpLeuLeuG I ySepThpG i uG I uLyaPpoLau 
1 08 1 TTTCGGTCRCRGCTGGRGRCGCCRCRGRCCCTCCTGGGGRGCRCCGnflGRGRRGCCCCTC 

• • • t « • 

38 1 PraLeuG I yUa I PpoRapfl I aC I yllelLysPpoSep 

I H I CCCCnGGRGTGCCTCnTGCTGGGRTGRRGCCCRGTTRRCCRGGCCCGTGTGGGCTCTGT 

1 20 1 CGTRGCCRRGGTGGCTGRGCCCTGGCRGGRTGRCCCTGCGRAGGGGCCCTGGTCCnCCA 

1 26 1 GGCCCCCACCRCTRGGflCTCTGRGGCTCTTTCTGGGCCRRGnCCTCTRGTGCCCTCCAC 

1321 RGCCGCRGCCTCCCTCTGRCCTGCRGGCCRRGRGCRGRGGCAGCGRGnCTGGflRRGCCT 

1 38 1 CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGRRGGCTGGCTGGGCRTGGRCCnCGGGGCRTGCT 

1 44 1 GGGGCRRGTCCCTGRGTCTCTGTGRCCTGCCCCGCCCRGCTGCflCCTGCCflGCCTGGCTT 

1 S0 1 CTGGflGCCCTTGGGTTTTnGrrTGrrTGmGTTTGTTTGmGTTTCTCCCCCTCGGC 

1 56t TCTGCCCRCCTCTGGCTTCCRGRflflflCCCCflGCRTCCTTTTCTGCflGRGGGGCTTTCTGG 

1621 R6RGGRGGGRTCCTGCCTGRGTCRCCCRTGAAGACAGGACRGTGCTTCRGCCTGAGGCTG 

1 68 1 RGRCTGCGCGHTGGTCCTGGGGCTCTGTCCRGGGRGGRGGTGGCRGCCCTGTRGGGRRCG 

1 71 1 GGGTCCTTCRRGTTRGCTCRGGRGGCTTGGRRRGCRTCRCCTCRGGCCAGGTGCAGTGGC 

1601 TCRCCCCTRTGRTCCCRGCRCTTTGGGRGGCTGRGGCGGGTGGRTCACCTGRGGTTAGGA 

1 86 1 GTTCGRGACCRGCCTGGCCRRCRTGGTRRRRCCCCRTCTCTRCTARAAATACAGAAATTA 

1921 GCCGGGCGTGGTGGCGGGCRCCTRTRGTCCCRGCTRCTCRGRRGCCTGRGCCTG6GRAAT 

1 98 1 CGTnGAACCCGGGRRGCGGRGGnGCRGGGRGCCCRGRTCRCCCCACTCCACTCCflGCC 

204 1 TCGGCGRCfl GflGC GRGHGTCTGTCTCflRflRGflRRRRRflflflflHGCflCCGCCTCCflRAtGCT 

2101 RACnGTCCTTTTGTRCCRTGGTGTGRflRGTCRGRTGCCCRGflGGGCCCROGCRGGCCRC 

2161 CRTRTTCRGTGCTCTGGCCTCGGCRRGRTRACGCACTTCTRRCTAGRRRTCTGCCflATTT 

2221 TTTRRRRflflGTRRGTRCCACTCflGGCCRflCflRGCCRRCGRCRARGCCRflACTCTGCCRGC 

228 1 CRCRTCCRRCCCCCCflCCTGCCRTTTGCRCCCTCCGCCTTCACTCCGGTGTGCCTGCAG 
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